Patent No.: FR 2476488 A2 

Title: A New Composition, Resistant to Nuclease, Polyriboinosinic - 

Polyribocytidylic Acid, its method pf Preparation and Application as an 
Interferon Inducer 

Inventor: HILTON B. LEVY 

Assignee: GOVERNMENT US AMERICA 

Published: 08-28-1981 



Abstract 



The principal invention described in this patent is an interferon producing substance, more 
specifically a polyriboinosinic - polyribocytidylic hydrophilic acid (denominated herein as In.Cn), 
of carboxymethylcellulose and poly-l-lysine having a quite small molecular mass in the range of 
2,000 to 5,000. 

A further discovery is that using ply-l-lysine having a molecular mass in the range of 13,000 to 
28,000 enables one to produce the substance as described above that has the ability to induce 
interferon. 



The principal aim of the invention is therefore the provision of a hydrophilic In.Cn substance with 
a high molecular weight that has some resistance to nuclease. 

Another aim of the invention is to provide the formation of a non-toxic, non-antigenic injectable 
hydrophilic In.Cn composition of high molecular weight, resistant to nuclease, which, when 
administered in quantities that are able to induce an immune response in human and non-human 
primates is capable of inducing the production of interferon in the host. 

The invention further contemplates the production of an injectable preparation as in the aim of 
this invention, which, when administered in quantities that are able to induce an immune 
response in human and non-human primates is capable of inducing the production of interferon 
that induces an antiviral response in the host. 

The objectives described herein and others contemplated by the invention, are satisfied by a 
hydrophilic substance, resistant to nuclease, comprising In.Cn with a high molecular weight, with 
poly-l-lysine having a molecular mass of 13,000 to 28,000 daltons and carboxymethylcellulose. 
The In.Cn substance that is the used in the composition according to the invention has a 
molecular mass in the range of 7x1 0 5 to 1x10 7 daltons. Poly-l-lysine with a molecular weight 
greater than 28,000 cannot induce the production of interferon. 
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1 . 

On a decrit au brevet principal un complexe 
inducteur d ! interferon comprenant un complexe hydrophile 
d'acide polyriboinosinique-polyriboeytidylique (denomme 
ci-apres In.Cn), de carboxymethylcellulose et de poly-1- 
5 lysine ayant une masse moleculaire relativement faible 
d* environ 2000 a 5000. 

On a maintenant decouvert que 1 'utilisation 
de poly-l-lysine ayant une masse moleculaire de 1 3 000 a 
28 000 environ permet d'obtenir le complexe decrit prece- 
10 demment ayant une activite inductrice d* interferon. 

Le but principal de 1' invention est done de 
fournir un complexe hydrophile d f In.Cn a poids moleculaire 
eleve, qui soit relativement resistant vis a vis des nu- 
cleases. 

15 Un autre but de I 1 invention est de fournir une 

preparation injectable non-toxique et non-antigenique 
d f un complexe hydrophile d'ln .Cn a poids moleculaire 
eleve, resistant aux nucleases, qui administree en quan- 
tites efficaces a un hote primate humain ou non-humain 

20 soit capable d'induire la synthese de l 1 interferon chez 
cet hote. 

L' invention a encore pour but de fournir une 
preparation injectable telle que decrite dans le but pre- 
cedent, qui^administree en quantites efficaces a un hote 
25 primate humain ou non-humain soit capable d'induire la 
synthese d ! interferon a des niveaux antiviraux chez cet 
hote. 

Lea buts decrits ci-dessus et d'autres sont 
atteints conformement a 1" invention en fournissant un 
30 complexe hydrophile, resistant aux nucleases, d*In.Cn a 
poids moleculaire eleve avec une poly-l-lysine ayant une 
masse moleculaire de 1 3 000 a 28 000 daltons et de la 
carboxymethylcellulose. L f In.Cn entrant dans le complexe 

selon 1» invention a une masse moleculaire de l f ordre 

5 7 
35 d 1 environ 7 x 10^ a environ 1 x 10' daltons. A des poids 

moleculaires de la poly-l-lysine superieurs a 28 000 on 

ne peut obtenir 1 1 interferon. 

On prepare des preparations injectables non- 

toxiques et non-antigeniques du complexe selon l'inven- 
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2. 

tion en introduisant des solutions separees de chacun des 
trois constituants du complexe dans un vehicule aqueux 
pharmaceutiquement acceptable, tel qu'une solution saline 
apyrogene, en melangeant d'abord la solution de poly-1- 
lysine avec la solution de carboxymethylcellulose, de pre- 
ference en versant lentement la premiere dans la seconde 
en agitant jusqu'a dissolution complete de tout precipite 
qui pourrait se former. Pour obtenir les meilleurs resul- 
tats possibles, on poursuit de preference l 1 agitation pen- 
dant une duree suf f isante pour reduire au minimum le trou- 
ble de la solution, ce qui demands generalement de 2 a 3 
jours d'agitation. A la solution ainsi obtenue de complexe 
poly-l-lysine/carboxymethylcellulose, on ajoute la solu- 
tion d'In.Cn, en continuant a agiter de preference pendant 
2 a 3 jours pour obtenir la solution finale du complexe 
In.Cn/poly-l-lysine/carboxymetliylcellulose, La carboxyme- 
thylcellulose qui est un materiau hydrophile charge nega- 
tivement aux pH neutres, constitue une partie es-sentielle 
du complexe, car sans elle l'In.Cn et la poly-l-lysine 
formeraient un precipite insoluble. En outre, l'ordre 
d f addition des constituants du complexe, indique ci-dessus, 
c f est-a-dire en premier lieu formation du complexe poly-1- 
lysine/earboxymethylcellulose, puis addition a celui-ci 
de I'In.Cn afin d T obtenir le complexe final d'ln.Cn/poly- 
1-lysine/carboxymethylcellulose, est determinant pour la 
preparation du complexe, car tout autre ordre d r addition 
conduirait a la formation d*un precipite insoluble. 

Bien qu'il soit possible de faire varier consi- 
derablement les proportions d'In.Cn, de poly-l-lysine et 
de carboxymethylcellulose pour preparer les complexes d'In. 
Cn hydrophiles, resistant aux 'nucleases, on realise les 
preparations de complexe injectables selon 1' invention de 
faQon qu'elles contiennent de preference de 1 a 4 mg/ml 
d'In.Cn, de 0,75 a 3 mg/ml de poly-l-lysine et de 0,25 a 
1 # en poids de carboxymethylcellulose. Une preparation 
injectable convenant parti culierement bien est une solu- 
tion saline contenant 2 mg/ml d ! ln.Cn, 1,5 mg/ml de poly-l- 
lysine et 0,5 $> en poids de carboxymethylcellulose. 

Les complexes d'In.Cn selon l 1 invention s'ave- 
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3. 

rent §tre 4 a 10 fois plus resistants a I'.ydrolyse par 
la ribonuclease pancreatique et le serum humain que l f In. 
Cn originalnon complexe. Lorsqu'ils sont administres par 
injection a des primates non-humains tela que des singes 

5 ou des chimpanzes a des doses suffisantes pour fournir 
environ de 1 a 5 mg d'In.Cn par kg de poids corporel, et 
a des humains a des doses suffisantes pour fournir environ 
de 0,3 a 2 mg et de preference moins de 1 mg d f In # 0n par 
kg de poids corporel, les complexes selon 1* invention 

10 sont non-toxiques et non-antigeniques et induisent la 

synthese de l 1 interferon a. des niveaux interessants asso- 
cies a des effets antiviraux. Par exemple, lorsqu'ils sont 
administres par injection aux doses indiquees ci-dessus, 
les complexes d'In.Cn selon l f invention protegent effica- 

15 cement les primates, y compris on le pense les humains, 
contre les maladies virales telles que le virus de la 
fievre jaune, la rage, l»hepatite et les encephalites vi- 
rales ; et protegent les primates non-humains contre le 
virus de la fievre hemorragique du singe. L'injection se 

20 fait de preference par vole intraveineuse ou intrarachi- 
dienne, le traitement etant administre de preference tous 
les deux jours ou chaque jour, a une doses suffisante pour 
fournir environ 3 mg d'In;Cn par kg de poids corporel 
dans le cas de primates non-humains et environ 0,5 mg 

25 d'In.Cn par kg de poids corporel dans le cas d f humains. 

On s* attend a ce que les complexes d f In, Cn 
selon 1' invention soient egalement efficaces, lorsqu'ils 
sont administres par applications locales, pour traiter 
les primates humains et non-humains contre divers herpes 

30 viraux tels que la kerato-conjonctivite herpetique (par 
exemple, 1 a 2 gouttes de la preparation decrite ci-dessus 
dans chaque oeil toutes les 6 heures), l*herpes des orga- 
nes genitaux et les plaies froides ; et lorsqu'ils sont 
administres par inhalation, contre differentes maladies 

35 respiratoires a virus, telles que le rhume ordinaire et 
la' grippe. 

Les exemples suivants sont donnes a titre 
d 1 illustration de l f invention. Dans ces exemples, on pre- 
pare l'In.Cn a partir d f un melange pratiquement equimo- 



4. 

laire d'acide polyriboinosinique et d f aclde polyribocyti- 
dylique, vendus tons les deux par la firme P-L Sioche- 
micals. Ces deux materiaux ont des dimensions heterogenes, 
avec des poids moleculaires superieurs a 10^. On les dis- 
sout a une concentration de 4 mg/ml daras KaCl a 0,85 f* On 
ehauffe les solutions a 30°C et on verse l'acide polyri- 
bocytidylique dans l'acide polyriboinosinique en agitant 
constamment. On observe un deplaeement hypochromique en- 
viron 35 indiquant la formation d'une structure appa- 
0 riee a double belice. 
EXEMPLE 1 

On prepare les solutions suivantes dans EaCl 
a 0,85 % apyrogene : (1) 500 ml d'ln.Cn a 4 mg/ml ; (2) 
250 ml de carboxymetiiylcellulose a 2 # (7 ESP, haute vis~ 
5 cosite) ; et (3) 250 ml de poly-l-lysine (poids molecu- 
laire 22000) a 6 mg/ml. On verse lentement la solution de 
poly-l-lysine dans la solution de carboxymeth.ylcellulo3e f 
en agitant. On poursuit l f agitation pendant 2 jours pour 
redissoudre totalement le precipite forme. On verse la 
solution d'In.Cn dans la solution du complexe poly-1- 
lysine/earboxymethylcellulose et on agite pendant 2 autres 
jours pour obtenir une preparation de complexe In.Cn/ 
poly-l-lysine/carboxymethylcellulose. Cette preparation 
contient 2 mg/ml d'In.Cn, 1,5 mg/ml de poly-l-lysine et 
0,5 i> en poids de carboxymetiiylcellulose * La mesure du 
taux d'accroissement de la densite optique a 260 bija* per- 
met de conclure que le complexe d'In.Cn ainsi prepare 
est de 4 a 10 fois plus resistant a i^ydroiyse par la 
ribonuclease pancreatique et par le serum liumain que 
l f In.Cn original non-complexe. 
EXEMPLE II 

A 4 chimpanzes et 25 singes Rhesus, on injecte 
par voie intraveineuse la preparation obtenue dans I'exem- 
ple I, en doses suffisantes pour fournir 3 mg/kg d ? Xn*Cn* 
On mesure les niveaux d T interferon dans le serum avant le 
trait ement et 8, 24 et 48 heures apres le trait ement. Les 
resultats sont analogues a ceux obtenus au brevet principal. 

On trouve des taux comparables d 1 interferon 
dans le liquide cerebrospinal lorsqu'on injecte la prepa- 
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5. 

ration par voie intrarachidienne chez des aimpanzes et 
des singes Rhesus. A ces taux, on ne constate aucune toxi- 
city supplementaire lorsqu'on administre la preparation par 
voie intraveineuse on par voie intrarachidienne. 
5 EX-BMPLE III 

A 4 singes Rhesus, on injecte par voie intra- 
veineuse la preparation obtenue dans l'exemple I, en dose 
suffisante pour fournir 3 mg/kg d'In.Cn, huit heures avant 
d'inoculer une dose lethale DIi^qq eta. virus de la fievre 

10 hemorragique du singe, et on repete I'ingection de la dose 
de preparation d'In.On plusieurs fois pendant les' deux 
semaines suivantes. Des centaines de singes Rhesus non- 
traites, ayant regu la m§me dose de virus, sont morts 
dans les sept a huit jours. Parmi les quatre singes trai- 

15 tes, trois n ? ont pas ete atteints par le virus, le quatrie- 
me est devenu malade deux semaines plus tard et la maladie 
a disparu par un autre trait ement supplementaire. Oette 
experience demontre que la preparation selon l f invention 
est capable d f induire la synthese de 1* interferon chez 

20 les primates a des niveaux suffisants pour lutter centre 
les virus attaquant les organes. 

De m§mes essais, repetes en utilisant le virus 
de la fievre jaune, la rage, l f hepatite, et les encepha- 
lites virales au lieu du virus de la fievre hemorragique 

25 du singe, donnent des resultats comparahles. 

Un processus analogue est suivi pour traiter 
des humains contre le virus de la fievre jaune, la rage, 
I 1 hepatite et les encephalites virales, mais la dose de 
preparation de l^xemple I est reduite a une quantite suf- 

50 fisante d 1 environ 0,5 mg/kg d^n.Cn, 
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6. 

REVEUDI CAT I ONS 
1 Complexe hydrophile, resistant aux nucle- 
ases, d 1 acide polyriboinosinique-polyribocytidylique ayant 
une masse moleculaire relativement eievee, de poly-1- 

5 lysine ayant une masse moleculaire de 13000 a 28000 envi- 
ron et de carboxymethylcellulose. 

2.- Complexe selon la revindication 1, carac- 
terise en ce que ledit acide polyriboinosinique-polyribo- 
cytidylique a un poids moleculaire compris environ entre 

10 7 x 10 5 et 10 7 daltons. 

3*~ Preparation injectable dans un vehicule 
aqueux pharmaceutiquement acceptable ayant notamment une 
activite d 1 induction de la synthese d f interferon, carac- 
terisee en ce qu f elle contient a titre de principe actif 

15 complexe hydrophile, resistant aux nucleases, d ! acide 
polyriboinosinique-polyribocytidylique ayant une masse 
moleculaire relativement eievee, de poly-l-lysine ayant 
une masse moleculaire de 13000 a 28000 environ et de car- 
boxymethylcellulose selon la revendication 1 ou 2. 

20 4.- Preparation selon la revendication 3 f 

caracterisee en ce qu f elle contient de 1 M mg/ml dudit 
acide polyriboinosinique-polyribocytidylique, 0,75 a 3 mg/ 
ml de ladite poly-l-lysine et 0,25 a 1# en poids de ladite 
carboxymethylcellulose et notamment 2 mg/ml dudit acide 

25 polyriboinosinique-polyribocytidylique, 1,5 mg/ml de ladi- 
te poly-l-lysine et 0,5 $ en poids de ladite carboxyme- 
thylcellulose. 

5. - Preparation selon la revendication 3 f 
caracterisee en ce que ledit vehicule est une solution 

30 saline. 

6, - Procede de preparation d'un complexe hy- 
drophile, resistant aux nucleases, d f acide polyriboinosi- 
nique-polyribocytidylique ayant une masse moleculaire 
relativement eievee, de poly-l-lysine ayant une masse 

35 moleculaire de 13000 a. 28000 environ et de carboxymethyl- 
cellulose, caracterise en ce qu'on melange d'abord une 
solution aqueuse de poly-l-lysine ayant une masse molecu- 
laire de 13000 a 28000 environ avec une solution aqueuse 
de carboxymethylcellulose en agitant de fa^on a former un 
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coraplexe intermediaire poly-l-lysine/carbL xymethylcellu- 
lose, puis on ajoute a la solution aqueuse dudit complexe 
intermediaire ainsi formee une solution aqueuse d'acide 
polyriboinosinique-polyribocytidylique ayant une masse 
5 moleculaire de 13 000 a 28 000 environ en agitant de 

fagon a former le complexe final d'acide polyriboinosi- 

nique-polyribocytidylique/poly-l-lysine/car'boxymethylcel- 

lulose. 

7. - Procede selon la revendication 6, caracte- 
10 rise en ce que ledit complexe intermediaire est forme en 

versant lentement ladite solution aqueuse de poly-l- 
lysine dans la-dite solution aqueuse de carboxymethyl- 
cellulose en agitant, et en poursuivant l f agitation suf- 
fisamment longtemps pour reduire au minimum le trouble de 
15 la solution aqueuse en resultant* 

8. - Procede selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce que 1* agitation de la-dite solution aqueuse 

de poly-l-lysine avec la-dite solution aqueuse de carbo- 
xymethylcellulose est effectuee pendant une periode d f en- 
20 viron 2 a 3 jours, 

9. - Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que l f agitation de la-dite solution aqueuse 

du complexe intermediaire avec la-dite solution aqueuse 
d f acide polyriboinosinique-polyribocytidylique est ef- 
25 fectuee pendant une periode d f environ 2 a 3 jours* 

10. - Procede selon la revendication 6, carac- 
terise en ce que les concentrations du-dit aeide polyri- 
boinosinique-polyribocytidylique, de la-dite poly-l-lysine 
et de la-dite carboxymetJaylcellulose dans les solutions 

30 aqueuses respectives de depart, et les proportions rela- 
tives des-dites solutions aqueuses de depart sont clioi- 
sies de fagon a fournir dans la solution aqueuse resul- 
tante du-dit complexe final de 1 a 4 mg/ml du-dit acide 
polyriboinosinique-polyribocytidylique, 0,75 a 3 mg/ml 

35 de la-dite poly-l-lysine et 0,25 a 1 # en poids de la - 
dite carboxymethylcellulose . 

11. - Procede selon la revendication 10, carac- 
terise en ce que les-dites solutions aqueuses de depart 
sont toutes des solutions salines. 
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12 - Procede selon la revendication 11, caracte- 
ris§ en ce que les concentrations du-dit acide polyriboino- 
sinique-polyribocytidylique, de la-dite poly-l-lysine et de 
la-dite carboxymethylcellulose dans les solutions salines 

5 respectives de depart, et les proportions relatives des-di- 
tes solutions salines de depart sont choisies de fagon a 
fournir dans la solution saline resultante du-dit complexe 
final 2 mg/ml du-dit acide polyriboinosinique-polyribocytidy- 
lique, 1,5 mg/ml de la-dite poly-l-lysine et 0,5% en poids 

lOde la-dite carboxymethylcellulose. 

13 - Composition therapeutique pour 1' induction 
de la synthase d 1 interferon chez un hote primate, caracte- 
risee en ce qu f elle contient a titre de principe actif un 
complexe hydrdphile, resistant aux nucleases, d* acide poly- 

15 riboinosinique-polyribocytidylique ayant une masse molecu- 
laire relativeraent elevee, de poly-1- lysine ayant une mas- 
se moleculaire de 13 000 §. 28 000 environ et de carboxyme- 
thylcellulose . 

14 - Composition th§rapeutique selon la revendication 

20 13, caracteris^e en ce que le-dit hote est un primate non- 
humain et la composition est formulee pour permettre 1' admi- 
nistration tous les deux jours ou quotidiennement d'une 
dose suffisante du complexe pour fournir environ de 1 a 
5 mg du-dit acide polyriboinosinigue-polyribocytidylique 

25 P a ** kg de poids corporel et notamment pour fournir environ 
3 mg dudit acide polyriboinosinique-polyribocytidylique 
par kg de poids corporel. 

15 - Composition therapeutique selon la revendi- 
cation 13, caracterisee en ce que ledit hote est un humain 

30 et la composition est formulee pour permettre l'administra- 
tion tous les deux jours ou quotidiennement d'une dose suffi- 
sante du complexe pour fournir environ 0,3 a 2 mg dudit acide 
polyriboinosinique-polyribocytidylique par kg de poids corpo- 
rel et notamment pour fournir environ mo ins de 1 mg dudit 

35 acide polyriboinosinique-polyribocytidylique par kg de poids 
corporel. 



